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A nanotecnologia vem ocupando um lugar de destaque na economia e na ciência, 
devido às propriedades benéficas de nanomateriais em campos industriais, 
farmacêuticos e médicos. No entanto, estudos têm mostrado que as nanopartículas 
apresentam riscos para os organismos, devido às suas propriedades pró-oxidantes e 
capacidade para adsorver vários produtos químicos. Por conseguinte, o objetivo do 
presente estudo foi avaliar os efeitos de nanopartículas de prata, pesticidas 
organoclorados e da associação entre ambos em macrófagos peritoneais de 
camundongo. Para isso, os macrófagos foram expostos às nanopartículas de prata 
em três concentrações (30, 300 e 3000 ng.ml-1), duas concentrações de pesticidas 
organoclorados (30 e 300 ng.ml-1) e a associação destes dois poluentes nas seis 
combinações possíveis por 24 h. As nanopartículas de prata foram caracterizadas 
quanto ao tamanho e dispersão por DLS, microscopias eletrônicas de transmissão e 
varredura acoplada ao sistema EDS, e se apresentaram parcialmente dispersas com 
mais de 55% do material com tamanho inferior a 100 nm. A maior concentração de 
nanopartículas de prata foi altamente citotóxica (demonstrado pelos ensaios do azul 
de tripan, vermelho neutro e MTT) e resultou em alterações morfológicas, aumento 
dos níveis de óxido nítrico, e redução das espécies reativas oxigênio e do índice 
fagocítico. No entanto, a associação de maiores concentrações de nanopartículas 
com os pesticidas apresentou efeitos mais pronunciados ou diferentes dos 
observados após exposição às nanopartículas isoladas. Esses efeitos da associação 
ficaram claros para os níveis de óxido nítrico e atividade fagocítica (maiores na 
associação), bem como para viabilidade celular pelo ensaio do azul de tripan e 
espécies reativas de oxigênio (menor na associação). Assim, este trabalho 
demonstra que a associação dos dois xenobióticos conduz a efeitos que não são 
observados ou previsíveis pela exposição isolada. 
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Nanotechnology has been occupying a prominent space in economy and science 
due to the beneficial properties of nanomaterials in industrial, pharmaceutical and 
medical fields. However, studies have shown that nanoparticles pose risks to 
organisms, due to their prooxidant properties and ability to adsorb several chemicals. 
Therefore, the aim of the current study was to evaluate the effects of silver 
nanoparticles, organochlorine pesticides and the association between them in mouse 
peritoneal macrophages. For this, macrophages were exposed to three 
concentrations of silver nanoparticles (30, 300 and 3000 ng.ml-1), two concentrations 
of organochlorine pesticides (30 and 300 ng.ml-1) and the association of these two 
pollutants at the six possible combinations for 24 h. The silver nanoparticles were 
characterized by DLS size and dispersion, electron microscopy and scanning system 
coupled to EDS, and stood partially dispersed over 55% of the material with size less 
than 100 nm. The highest concentration of silver nanoparticles was highly cytotoxic 
(trypan blue test, neutral red and MTT) and resulted in morphological changes, 
increased levels of nitric oxide and reduction of reactive oxygen species and the 
phagocytic index. However, the higher concentration of the association of 
nanoparticles and pesticide showed more pronounced effects than those observed 
after exposure to the isolated nanoparticles. These effects of the combination were 
clear for the nitric oxide levels and phagocytic activity (higher in the association) as 
well as for cell viability by trypan blue assay and reactive oxygen species (lower in 
the association). Thus, this work demonstrates that the association of the both 
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Os ecossistemas sofrem intenso impacto de vários produtos gerados pela 
atividade humana: esgoto, agrotóxicos, despejos industriais, dentre outras. Desde a 
revolução industrial até os dias atuais, os contaminantes antropogênicos vêm se 
tornando mais diversificados, abundantes e dispersos no ambiente, o que aumenta a 
preocupação em preservar e manter a qualidade dos ecossistemas naturais. Devido 
a isso, vários estudos têm sido realizados visando o aprimoramento e 
desenvolvimento de metodologias para uma melhor compreensão do potencial 
tóxico de contaminantes no ambiente, uma vez que estes podem levar a 
perturbações metabólicas e ao comprometimento de processos fisiológicos vitais 
(STEGEMAN et al., 1992). Além disso, muitas substâncias poluidoras causam 
problemas particulares para o ambiente, visto que apresentam, ao mesmo tempo, 
toxicidade, persistência e bioacumulação na cadeia alimentar.  
 
1.1. Pesticidas Organoclorados 
Os pesticidas organoclorados (POCs) estão entre os poluentes mais 
utilizados no século XX, e também entre os mais tóxicos. Contudo, foram 
amplamente liberados no ambiente natural. POCs são poluentes organopersistentes, 
intensamente usados para fins agrícolas nas décadas de 60 a 80 e estão 
distribuídos amplamente em todo o mundo, mesmo em locais remotos, como a 
Antártica, Ártico, Himalaia etc (HUNG et al., 2002 e CHENG et al., 2007). Devido à 
sua lipofilicidade, potencial de bioacumulação, meia-vida longa no ambiente e 
transporte por longas distâncias, eles estão entre os contaminantes mais 
prevalentes e podem ser encontrados na água (ABBASSY et al., 1999; POWER et 
al., 1999; CALDAS et al., 1999), solo (PILIDIS et al., 1996; MURAYA et al., 1997) ou 
alimento (NEWSOME et al., 1998; SCHADE e HEINZOW, 1998) até mesmo 
décadas após seu banimento.  
Como consequência de seu caráter hidrofóbico, esses pesticidas acumulam-
se nos organismos vivos e sua biomagnificação ao longo da cadeia alimentar pode 
ocorrer (NOBLE, 1993; SPACIE et al., 1995; CARVALHO et al., 1999). 
A toxicidade dessa classe de compostos vem do fato de serem 
estruturalmente diferentes das substâncias normalmente encontradas na natureza e, 
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portanto, alguns organismos contaminados não têm capacidade de metabolizá-los 
eficientemente para sua eliminação, causando sua acumulação (BAIRD, 2002). 
A estabilidade química da maioria dos compostos organoclorados usados 
como pesticidas ou para outros fins tornou-se, em longo prazo, um problema 
ambiental. A concentração desses poluentes no ambiente aumentou numa razão 
maior que a taxa de degradação. Vários foram os estudos que detectaram a 
presença não apenas desses compostos, mas também de seus metabólitos, que 
podem ser igualmente ou mais tóxicos (BLUS, 1995). 
O DDT é o mais conhecido dentre os inseticidas do grupo dos 
organoclorados, sendo considerado uma das substâncias sintéticas mais utilizadas e 
estudadas no século XX (MENOME et al., 2000). Foi utilizado na Segunda Guerra 
Mundial para prevenção de tifo em soldados que o utilizavam na pele para o 
combate a piolhos. Posteriormente foi usado na agropecuária, dado seu baixo custo 
e elevada eficiência (PARDI et al., 1993). Sua descoberta revolucionou os conceitos 
de luta contra malária. Sua eficácia contra formas adultas dos mosquitos e seu 
prolongado efeito residual fizeram com que no período de 1946-1970 todos os 
programas de controle se apoiassem em seu emprego (REY, 1991). No início dos 
anos 60, aproximadamente 400 mil toneladas de DDT foram usadas anualmente no 
mundo todo (70 – 80% das quais usadas na agricultura) (TURUSOV et al., 2002). No 
Brasil, entre 1962 e 1982, a produção de DDT total estimada foi aproximadamente 
74 mil toneladas (RUDGE et al., 2012). Apenas na década de 70 verificou-se que o 
DDT persistia no ambiente mesmo depois de vários anos após aplicação, e que ele 
se acumula no organismo dos animais. Isto ocorre porque ele é pouco solúvel em 
água, mas solúvel em gorduras (D’AMATO, TORRES e MALM, 2002). Além do DDT, 
outras substâncias com propriedades inseticidas foram vastamente utilizadas na 
agricultura, com efeitos toxicológicos semelhantes, como aldrin, dieldrin, endrin, 
heptacloro, clordano (QUINETE, 2005). 
Desde 1985, a utilização de inseticidas organoclorados tem sido 
severamente restrita no Brasil. Entretanto, o DDT e o γ-HCB continuaram sendo 
utilizados no controle de vetores de doenças tropicais, como a malária (GUO, 2008), 
febre amarela, dengue e leishmaniose. Somente em maio de 2009, o então 
presidente, Luiz Inácio Lula da Silva assinou a lei nº 11.936/09, que proíbe a 
fabricação, importação, exportação, a manutenção em estoque, a comercialização e 
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o uso do DDT (http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-
2010/2009/Lei/L11936.htm). 
Os pesticidas tornaram-se foco de pesquisas toxicológicas desde que o 
estudo do estresse oxidativo como um possível mecanismo de toxicidade passou a 
ser associado a algumas patologias humanas como câncer, imunossupressão e 
doenças neurodegenerativas (BANERJEE et al., 2001; KONER et al., 1998; MAYNE, 
2003; PONG, 2003). 
 
1.2 Nanopartículas 
Atualmente, uma nova e ampla classe de contaminantes produzidos pelo 
homem – as nanopartículas – são cada vez mais comuns nos ambientes naturais, 
visto que as atividades industriais envolvendo a nanotecnologia crescem de modo 
acelerado. Dessa forma, rejeitos industriais tendem a atingir facilmente os corpos 
d’água, sendo inevitável que rejeitos nanotecnológicos também alcancem com 
facilidade o ambiente (HOWARD, 2004; ROYAL SOCIETY e ROYAL ACADEMY OF 
ENGINEERING, 2004). 
Uma nanopartícula é definida como uma pequena partícula com pelo menos 
uma dimensão na faixa de 1 a 100 nm que se comporta como uma unidade inteira 
em termos de transporte e propriedades. A nanotecnologia baseia-se no fato de que 
quando um material sólido torna-se muito pequeno, há um aumento da área de 
superfície, o que leva a um aumento também de sua reatividade e efeitos 
relacionados. Ademais, as propriedades físicas e químicas dos nanomateriais 
podem tornar-se muito diferentes daqueles materiais de mesma composição e maior 
volume (EPA, 2010). Assim, seus benefícios precisam ser pesados com todo o custo 
potencial para o ambiente e para a saúde pública, pois as propriedades específicas 
e o pequeno tamanho das nanopartículas podem torná-las tóxicas aos seres vivos. 
Estudos têm demonstrado que o tamanho das nanopartículas é crucial para sua 
internalização (LIMBACH et al., 2005), normalmente por endocitose, e, deste modo, 
a toxicidade também está relacionada a essa característica (FUJIWARA et al., 2008; 
CARLSON et al., 2008). 
Os efeitos desconhecidos sobre a saúde e riscos associados a esses 
materiais têm atraído a atenção dos pesquisadores, consumidores e órgãos 
reguladores. Cientistas da Agência de Proteção Ambiental dos EUA (USEPA) e de 
outras Instituições têm reconhecido a necessidade de se desenvolver processos de 
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avaliação de risco para o estudo dos impactos potenciais para saúde e ambiente da 
fabricação dos nanomateriais, bem como seu transporte e utilização em outros 
produtos (EPA, 2010). 
Embora as aplicações de nanopartículas continuem aumentando 
globalmente em todos os campos, as preocupações com seus impactos ambientais 
e com a saúde continuam sem resposta. E ainda, as aplicações comerciais são 
acompanhadas por uma falta de regulamentação e de dados toxicológicos 
(ASHARANI, 2008). 
Atualmente, o rastreamento de produtos que contêm nanopartículas é difícil, 
pois são numerosas as marcas, e os regulamentos de rotulagem atuais não exigem 
que os nanomateriais sejam listados como componentes (EPA, 2010). 
Dentre os diversos tipos de nanopartículas, os nanometais vêm sendo muito 
empregados em processos industriais e em produtos de uso humano direto. De uma 
forma particular, as nanopartículas de prata (npAg) chamam a atenção devido a sua 
atividade antimicrobiana (EPA, 2010; SOTIRIOU e PRATSINIS, 2011). Dos mais de 
1000 produtos de consumo que contêm nanomateriais, mais de um quarto deles 
contêm npAg. Estes incluem materiais de embalagem de alimentos (tais como 
copos, tigelas e tábuas de corte), suplementos alimentares, produtos têxteis, 
brinquedos e produtos infantis, eletrônicos, eletrodomésticos, cosméticos, 
dispositivos médicos (catéteres, curativos e até mesmo próteses ósseas), 
desinfetantes de água e sprays de ambiente (FAUSS, 2008; PARK et al., 2011). 
Algumas dessas aplicações de nanopartículas de prata resultam em 
preocupação para o governo e discussões entre o público, porque uma vez liberadas 
no ambiente, a mobilidade, biodisponibilidade e a toxicidade das nanopartículas em 
qualquer ecossistema é determinada em parte por sua estabilidade no meio 
ambiente. Um exemplo disso é a adição de npAg na fabricação de meias a fim de 
matar as bactérias associadas com o mau odor dos pés. Vários estudos têm 
mostrado que a prata pode facilmente ser lixiviada para águas residuais durante a 
lavagem e potencialmente perturbar bactérias úteis utilizadas em instalações de 
tratamento dessas águas e até mesmo colocar em perigo organismos aquáticos de 
lagos e rios. Da mesma forma, as npAg são tóxicas para os organismos aquáticos e 
terrestres, para uma variedade de células de mamíferos in vitro e podem ser 
prejudiciais para a saúde humana (EPA, 2010). 
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Os seres humanos estão expostos às npAg principalmente através da 
ingestão de água potável, de alimentos, através do contato da pele com vários 
produtos de consumo e de uso médico ou ainda por equipamentos de uso diário, tais 
como filtros de água e máquinas de lavar. A presença nesses produtos é 
preocupante, pois as npAg são lixiviadas facilmente para os corpos d’água. Uma vez 
no meio ambiente, há uma infinidade de formas pelas quais elas são transportadas. 
No entanto, surpreendentemente, há pouca ou nenhuma informação sobre o 
comportamento, em relação à mecanismos, das npAg no meio ambiente (EPA, 
2010). 
Os pulmões, brânquias pele e intestino são importantes vias de absorção de 
nanopartículas, e através de fenestrações, podem ser transportadas pela circulação, 
atingindo assim diversos tecidos e órgãos, incluindo o fígado, rins e cérebro 
(ARTELT et al., 1999; TAKENAKA et al., 2001; NEMMAR et al., 2002; SHIMADA et 
al., 2006). Há também relato de absorção de npAg após o uso de curativos para 
queimaduras revestidos com tal substância (TROP et al., 2006). 
Para estudos in vitro com npAg, a seleção do tipo celular que representa o 
tecido alvo é importante. As linhagens celulares estabelecidas são fáceis de manter 
e são preferidas na maioria dos estudos toxicológicos para uma melhor 
reprodutibilidade de dados. Entretanto, a questão referente às linhagens, no que 
tange à adequação de células-alvo apropriadas, tem sido frequentemente levantada 
em relação à relevância clínica (HANKS, 1996). Nesses casos, as células isoladas a 
partir de tecidos-alvo são desejáveis, de forma a simular a situação in vivo, de forma 
mais estreita. 
Estudos demonstraram que nanopartículas de prata podem induzir 
citotoxicidade em células fagocíticas, tais como macrófagos peritoneais de 
camundongo, assim como em monócitos humanos (FOLDBJERG et al., 2009; SOTO 
et al., 2007).  
Dentro da célula, as npAg têm como alvo primário as mitocôndrias, 
reduzindo os níveis de antioxidantes como glutationa e levando à peroxidação 
lipídica e fragmentação do DNA (ARORA et al., 2008).  
A estabilidade da membrana pode ser afetada diretamente por 
nanopartículas (danos físicos, por exemplo) ou indiretamente (por exemplo, a 
oxidação) o que pode levar à morte da célula. As nanopartículas podem prejudicar a 
capacidade das membranas de controlar a homeostase intracelular, por meio da 
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permeabilidade seletiva e mecanismos de transporte. Interações de nanopartículas 
com membranas dependem em grande parte das propriedades de superfície das 
nanopartículas. Esta é a razão pela qual modificações da superfície são cruciais na 
concepção de sistemas de distribuição de drogas via nanopartículas para as células 
(VASIR e LABHASETWAR, 2008). Embora a geração de espécies reativas de 
oxigênio pelas nanopartículas possam danificar as membranas (RODEA-
PALOMARES et al., 2011), as propriedades físico-químicas das nanopartículas 
parecem ser predominantemente responsáveis por mudanças na morfologia da 
membrana e na sua estabilidade (GINZBURG e BALIJEPALLI, 2007). As 
mitocôndrias parecem ser um alvo importante para os fulerenos (FOLEY et al., 
2002), nanotubos de carbono (ZHU et al., 2006), dióxido de titânio, nanotubos de 
poliestireno e de prata (HUSSAIN et al., 2005; XIA et al., 2006; JIA et al., 2005). 
Outro compartimento intracelular preferencial são os lisossomos, organelas 
envolvidas na digestão intracelular. Neste compartimento poderia, em principio, 
haver digestão ou excreção (GREULICH et al., 2011; AL-RAWI et al., 2011), embora 
essas interações com os lisossomos não sejam totalmente compreendidas. No pH 
ácido dos lisossomos, muitas nanopartículas podem liberar poluentes adsorvidos à 
sua superfície, funcionando como “Cavalos-de-Tróia”, permitindo a entrada de 
poluentes nas células (HURT et al., 2006), os quais normalmente teriam problemas 
em atravessar a barreira imposta pela membrana plasmática. Nesse sentido, a 
citotoxicidade das AgNP através do mecanismo “Cavalo de Tróia” tem sido sugerida 
por vários estudos (LUOMA, 2008; LIMBACH et al., 2007; LUBICK, 2008; PARK et 
al., 2010). Finalmente, o núcleo usa os complexos do poro para transportar 
substâncias para dentro e para fora do núcleo. Algumas nanopartículas, geralmente 
as menores, parecem ser capazes de se difundir através destes poros (PARFENOV 
et al., 2006; GODBEY et al., 1999) ou ser transportadas via receptores nucleares 
(PANTE e KANN, 2002; HOSHINO et al., 2004, WILLIAMS et al., 2009). Além disso, 
acredita-se que as Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) desempenham um papel-
chave no dano ao DNA, de modo que as partículas não têm necessariamente de 
atingir o núcleo para induzir genotoxicidade (BHABRA et al., 2009; MYLLYNEN et 




Figura 01.  Alvos intracelulares das nanopartículas e mecanismos envolvidos. 
FONTE: ELSAESSER e VYVYAN HOWARD (2012). 
 
Em nanotoxicologia, a dose/concentração é um parâmetro importante para 
avaliar a relevância e legitimar experimentos in vitro e in vivo para avaliação de risco 
de saúde pública. Isso significa que nanotoxicologistas devem testar a toxicidade 
das nanopartículas baseadas no que poderia ser encontrado no ambiente ao invés 
de doses excessivamente altas destinadas ao conhecimento da resposta biológica 
por si (ELSAESSER e VYVYAN HOWARD, 2012). Assim, experimentos com 
inalação de baixas doses são preferíveis por serem muito mais preditivos de dano 
humano (OBERDÜRSTER, 2000). Os estudos normalmente apontam para uma 
baixíssima toxicidade de concentrações ambientalmente relevantes de npAg. 
Contudo, a coexposição com outros poluentes deve ser considerada, pois os efeitos 
causados em exposições individuais já são bem conhecidos. No entanto, as 
investigações envolvendo algumas combinações de xenobióticos (efeitos de 
interações) são mais raras dadas às dificuldades impostas quando o foco é o efeito 
de um conjunto de substâncias, o que representa, de fato, a situação mais próxima 
do encontrado no ambiente natural. Por isso, os estudos de risco envolvendo 
nanopartículas não devem focar unicamente na toxicidade inerente às 
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nanopartículas, mas também considerar as possíveis interações das mesmas com 
poluentes já existentes no ambiente (BAUN et al., 2008). 
No ambiente natural, os organismos encontram-se expostos a misturas 
complexas, difíceis de serem avaliadas do ponto de vista toxicológico, mas que 
constituem um desafio eminente e constante para os pesquisadores que atuam 
nesta área.  
 
1.3 Macrófagos 
O modelo experimental selecionado para o presente estudo são os 
macrófagos peritoneais de camundongo, células fagocitárias que constituem a 
primeira linha de defesa do organismo contra agentes infecciosos (BABIOR, 2000). 
Eles se originam na medula óssea, circulam no sangue, amadurecem e tornam-se 
ativados em vários tecidos. São chamados de monócitos ao deixar a medula óssea 
e ao entrar no sangue periférico. Nos tecidos, eles amadurecem e tornam-se 
macrófagos. Eles podem residir no tecido conjuntivo subepitelial (células de 
Langerhans), no interstício dos órgãos parenquimatosos, no revestimento dos 
sinusóides vasculares do fígado (células de Kupffer) e do baço, e nos seios linfáticos 
dos linfonodos (KRISHNATRY et al., 2009; BEUTLER, 2004; MA et al., 2003), 
possuindo a capacidade de reconhecer e endocitar agentes estranhos ao 
organismo. Eles são especialmente abundantes em áreas que apresentam um 
potencial maior de sofrer algum tipo de invasão por parte de agentes estranhos 
como os pulmões e o intestino (ALBERTS et al., 2004). Eles constituem cerca de 10-
15% das células totais do corpo. Esses fagócitos mononucleares têm pelo menos 
três funções: apresentação de antígenos, fagocitose (defesa celular e eliminação de 
restos celulares) e imunomodulação (DALE et al., 2008). 
Os macrófagos foram primeiramente descritos por METCHNIKOFF, no início 
do século XIX. Morfologicamente, são células com núcleo irregular e 
excentricamente posicionado, um ou mais nucléolos e cromatina pouco condensada. 
Sua superfície celular é bastante irregular, sendo dotada de inúmeras projeções 
citoplasmáticas. Apresentam vários complexos de Golgi, grande número de 
lisossomos e mitocôndrias e um citoesqueleto bem desenvolvido, rodeando o núcleo 
da célula e estendendo-se até a periferia da mesma (AUGER e ROSS, 1992). 
Macrófagos residentes no tecido foram previamente chamados de 
macrófagos fixos e aqueles que se desenvolviam como resultado de um estímulo 
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exógeno e migravam para sítios particulares foram denominados macrófagos livres. 
Esses nomes têm sido substituídos por macrófagos residentes e macrófagos 
ativados, respectivamente (GARTNER e HIATT, 1997). 
Macrófagos ativados são um pouco maiores que os não ativados, 
principalmente devido ao aumento de volume citoplasmático (STITES e TERR, 
1992) associado ao aumento da atividade metabólica, motilidade e capacidade 
fagocítica (GORDON et al., 1988; ERWIG et al., 1998) sendo muito mais eficientes 
em destruir bactérias e outros patógenos. 
Uma vez ativados, os macrófagos podem então realizar a fagocitose, um 
processo de englobamento de partículas grandes dependente do citoesqueleto, 
mediado por receptores específicos expressos na superfície celular. O fagócito 
utiliza os receptores de superfície para se ligar a um microorganismo e envolvê-lo, 
formando uma vesícula chamada fagossomo. Os receptores de superfície também 
liberam sinais que estimulam a fusão dos fagossomos com os lisossomos. Desta 
forma, o fagossomo é acidificado pela fusão com vesículas proveniente do trans-
golgi contendo lisozima e hidrolases ácidas capazes de degradar o conteúdo 
fagocitado. Além disso, o complexo NAPH oxidase é ativado nas membranas, 
catalisando a produção de espécies reativas (SASSADA, et al., 1983). As espécies 
reativas de oxigênio (EROs) incluem o radical ânion superóxido (O2
·-), o radical 
hidroxila (·OH) e outras espécies radicalares e não radicalares que são agentes 
oxidantes ou facilmente convertidos em radicais, como o peróxido de hidrogênio 
(H2O2) (CADENAS e CADENAS, 2002), enquanto que as espécies reativas de 
nitrogênio (ERNs) incluem o radical óxido nítrico (NO·) e peroxinitrito (ONOO-) 
(FORMAN e TORRES, 2001). A produção desses compostos tóxicos é 
acompanhada pelo aumento temporário do consumo de oxigênio pelas células, 
chamado de “burst”/explosão respiratória (ALBERTS et al., 2004), que tem como 
função fornecer espécies reativas que atuam na defesa do organismo, como 
sinalizadores intercelulares e segundos mensageiros nas vias de sinalização dos 
macrófagos (NYGREN et al., 2001; FORMAN e TORRES, 2001; RETH, 2002, 
BEUTLER, 2004). Os produtos obtidos do “burst” respiratório, como o O2·- e o H2O2, 
não são por si só oxidantes reativos, mas são substratos para geração de outras 
espécies reativas de oxigênio mais violentas, particularmente as radicalares por 
possuírem um ou mais elétrons desemparelhados, os quais podem formar espécies 
22 
 
altamente reativas (BEUTLER, 2004) capazes de destruir os patógenos fagocitados 
ou presentes no meio extracelular. 
O óxido nítrico (NO·), reativo intermediário de nitrogênio, é produzido por 
macrófagos ativados e pode ser produzido por outros tipos celulares, tais como, 
células endoteliais vasculares, neurônios, células epiteliais do trato respiratório, 
fibroblastos, hepatócitos (SONG et al., 2002). O NO· é um radical livre, gasoso, 
inorgânico, incolor, que possui sete elétrons no nitrogênio e oito no oxigênio, tendo 
um elétron desemparelhado. O NO· produzido pelos macrófagos desenvolve um 
papel importante em processos patológicos, como a defesa antimicrobiana, 
inflamação e angiogênese (MACMICKING et al., 1997; KRISHNATRY et al., 2009). É 
o principal mediador citotóxico de células imunes efetoras ativadas e constitui a 







Determinar os efeitos de nanopartículas de prata isoladamente e associadas 




Caracterizar química e morfologicamente as nanopartículas de prata 
utilizadas nesse trabalho; 
Avaliar a citotoxicidade das nanopartículas de prata, pesticidas 
organoclorados e associação de ambos os contaminantes após exposição in vitro 
através dos ensaios de viabilidade celular, exclusão do azul de tripan, MTT e 
vermelho neutro; 
Avaliar as alterações no ambiente redox através da quantificação de 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio após exposição; 
Avaliar a morfologia celular após exposição através de microscopia 
eletrônica de varredura; 





3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1  Obtenção e cuidado dos animais 
Camundongos Swiss Mus musculus (Linné, 1758) machos, com 2 a 3 meses 
de idade, foram obtidos no Biotério da Universidade Federal do Paraná, e mantidos 
em condições controladas de temperatura e luminosidade (ciclo controlado de 12 h 
claro/escuro) e alimentados ad libitum com ração comercial e água filtrada. 
 
3.2  Obtenção das células 
Para obtenção das células, os animais foram mortos por deslocamento 
cervical e em seguida presos a um suporte de isopor1. Etanol 70% foi borrifado para 
desinfecção dos pelos. A pele ventral foi levantada com o auxílio de duas pinças 
dente-de-rato e foi puxada em direções contrárias para que esta fosse rompida e o 
peritôneo exposto. A seguir, 10 ml de PBS (tampão fosfato salino, pH 7,4), estéril, a 
4°C foram injetados na cavidade peritoneal. Após agitar a solução salina no interior 
do peritôneo, através de leves batidas no abdômen, para que os macrófagos presos 
na parte interna se soltassem, a solução contendo macrófagos (lavado 
intraperitoneal) foi aspirada com o auxílio de seringa e agulha, transferida para um 
tubo estéril e acondicionado em gelo (BUSSOLARO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 
2008; OLIVEIRA et al., 2011). 
 
3.3  Cultivo dos macrófagos 
Um pool de macrófagos de pelo menos dez camundongos foi utilizado para 
cada experimento. O pool dos macrófagos obtido dos lavados peritoneais foi 
centrifugado a 1500 rpm por 4 min. Em fluxo laminar, o sobrenadante foi desprezado 
e o pellet de células foi ressuspenso em meio de cultivo RPMI 1640 a 4°C. Uma 
alíquota de 20 μl da suspensão celular foi retirada do tubo e adicionada a 20 μl do 
corante azul de tripan a 0,4% e misturados. Após 1 min, aproximadamente 200 
células foram classificadas visualmente em células viáveis e não viáveis em uma 
câmara de Neubauer. Diante da viabilidade, o volume da suspensão foi ajustado de 
forma a se obter 2,0 x106 células viáveis por mililitro, que foram semeadas em 
                                                             
1 Todo o procedimento referente à utilização dos animais foi aprovado pela Comissão de Ética para o 
Uso de Animais do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (CEUA/BIO - 
UFPR), protocolo nº 617. 
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microplacas de 96 poços (2,0 x 105 células/poço) e mantidas a 37 ºC e 5% de CO2 
em incubadora, por 15 – 20 min, para a seleção por adesão. Após esse período, o 
sobrenadante com células não aderidas foi substituído por meio de cultivo RPMI 
1640 suplementado com 2,2 g.l-1 de bicarbonato de sódio e 2,5 g.l-1 de HEPES, 10% 
de soro bovino fetal e antibióticos (1 μg.ml-1 de estreptomicina, 2,5 μg.l-1 de 
anfotericina B e 10 U.ml-1 de penicilina) e as células foram novamente incubadas por 
24 h. Em seguida, as células foram expostas aos poluentes por mais um período de 
24 h - período de exposição (BUSSOLARO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011). 
Os experimentos foram repetidos pelo menos três vezes. Assim, para cada 
análise, foram utilizados pelo menos três pools diferentes de macrófagos (3 
réplicas). 
 
3.4  Desenho experimental 
Com base no modelo de MUELLER e NOWACK (2008), que indica 
quantidades de nanopartículas previstas no ambiente com o uso de dezenas a 
centenas de nanogramas por litro em água, selecionamos uma concentração 1000X 
superior à esperada no ambiente como concentração-teste mais baixa, pressupondo 
uma possível bioacumulação nos tecidos e células, como comumente acontece com 
poluentes não metabolizados ou de difícil excreção. A partir desta concentração, 
estabelecemos as duas outras. Desta forma, as células foram expostas a três 
concentrações diferentes de nanopartículas de prata, a duas concentrações de 
pesticidas organoclorados (selecionados com base nos valores encontrados em 
tecidos animais), e às misturas de ambos, acompanhado de um grupo controle (não 











Tabela 01. Grupos experimentais e concentrações utilizadas 
Grupo experimental Concentração em meio de cultura 
Controle 0 ng.ml-1 
N1 3,0 x 101 ng.ml-1 
N2 3,0 x 102 ng.ml-1 
N3 3,0 x 103 ng.ml-1 
P1 3,0 x 101 ng.ml-1 
P2 3,0 x 102 ng.ml-1 
N1 + P1 3,0 x 101 ng.ml-1+ 3,0 x 101 ng.ml-1 
N1 + P2 3,0 x 101 ng.ml-1+ 3,0 x 102 ng.ml-1 
N2 + P1 3,0 x 102 ng.ml-1+ 3,0 x 101 ng.ml-1 
N2 + P2 3,0 x 102 ng.ml-1+ 3,0 x 102 ng.ml-1 
N3 + P1 3,0 x 103 ng.ml-1+ 3,0 x 101 ng.ml-1 
N3 + P2 3,0 x 103 ng.ml-1+ 3,0 x 102 ng.ml-1 
N - Nanopartículas de Prata; P - Pesticidas organoclorados. 
Todos os grupos receberam DMSO (Dimetil Sulfóxido) na concentração final de 0,05%, pois a mistura 
de pesticidas encontrava-se diluída nesse veículo. 




Concentração de POCs encontrada em tecidos de peixes (RABITTO et al., 2010; MIRANDA et al., 
2008) 
 
As Nanopartículas de Prata utilizadas nesse estudo foram sintetizadas no 
Institut des Sciences de La Mer–Universitè du Québec à Rimouski - Quebec - 
Canadá; e a mistura de pesticidas organoclorados (organochlorine pesticides 
mixture, EPA 8080) foi obtida da empresa Sigma-Aldrich. Os componentes e as 









Tabela 02. Componentes e concentrações da mistura de pesticidas organoclorados utilizadas. 





























































































3.5  Caracterização das Nanopartículas 
As propriedades físico-químicas (tamanho, índice de polidispersão e 
potencial zeta) das nanopartículas em meio de cultura (meio de exposição às 
células), e em água (meio em que as nanopartículas estavam dispersas), foram 
caracterizadas usando Zetasizer Nano® - Malvern no Complexo de Laboratórios 
Multiusuários da Universidade Estadual de Ponta Grossa – UEPG. O diâmetro 
médio de partículas foi medido pelo método de Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS 
– Dinamic Light Scattering). 
O Índice de Polidispersão é um parâmetro para definir a distribuição do 
tamanho das partículas. É calculado da análise da função de autocorrelação em 
medidas de espalhamento dinâmico de luz. Nesta análise, assume-se que as 
partículas possuem um único tamanho e um ajuste exponencial simples é aplicado à 
função de autocorrelação (MALVERN, 2009). É um número dimensional que entre 
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valores de 0-0,1 até 0,5-0,7 representa partículas monodispersas As amostras com 
distribuição de tamanho muito amplo tem valores de índice polidispersibilidade > 0,7. 
Já o Potencial Zeta é uma das principais forças que regulam as interações 
interpartículas. A maioria das partículas dispersas em um sistema aquoso adquire 
carga na superfície, principalmente por ionização de grupos ou adsorção de 
espécies carregadas. As cargas da superfície modificam a distribuição dos íons na 
interface, resultando em uma camada ao redor da partícula diferente da solução. 
Partículas com alto Potencial Zeta e mesmo sinal de carga, seja positivo (> +30 mV) 
ou negativo (< -30 mV), tendem a se repelir. Dessa forma, um alto Potencial Zeta, 
confere estabilidade, isto é, a solução/dispersão terá menor tendência à agregação 
(MALVERN, 2009). 
 
3.6 Testes de viabilidade celular 
Três testes de viabilidade celular foram realizados: o teste de exclusão do 
azul de tripan, o teste do vermelho neutro e o teste do MTT para avaliar a 
citotoxicidade dos contaminantes ao término do período de exposição.  
 
3.6.1 Azul de tripan 
Esse método utiliza como princípio a exclusão do corante vital azul de tripan 
(PHILLIPS, 1973). É composto pelo corante que penetra no interior de células que 
perderam a integridade da membrana plasmática. Assim, é possível detectar células 
não viáveis, cuja membrana, por apresentar danos, permite a incorporação do 
corante, corando-se de azul. Por outro lado, como a integridade da membrana é pré-
requisito para viabilidade celular, as células viáveis não são coradas (RIBEIRO et al., 
2003). Para esse teste, após o período de exposição aos contaminantes, o corante 
azul de tripan (0,04%, Sigma®) foi adicionado aos poços da microplaca, que em 
seguida foi levada ao microscópio invertido para a captura de imagens. A análise foi 
feita a partir de 30 imagens (10 replicatas por experimento em três experimentos 
independentes), com um número mínimo de 100 células por imagem para cada 
grupo experimental. 
 
3.6.2 Incorporação e retenção do Vermelho Neutro 
O teste do vermelho neutro é uma análise colorimétrica para quantificação 
da atividade lisossômica de células em resposta a compostos estranhos. O ensaio 
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baseia-se na capacidade das células viáveis de incorporar e assimilar o vermelho 
neutro dentro dos lisossomos. O vermelho neutro é um corante catiônico fraco, que 
penetra prontamente na membrana celular e se acumula intracelularmente nos 
lisossomos (devido ao baixo pH), onde se combina com a parte aniônica da matriz 
lisossômica (SVENDSEN et al, 2004). Mudanças na membrana lisossômica levam à 
fragilidade lisossômica e outras mudanças que se tornam gradativamente 
irreversíveis. Tais alterações ocorridas pela ação de xenobióticos resultam na 
diminuição da absorção e assimilação do Vermelho Neutro. Assim, é possível 
distinguir células viáveis de danificadas ou mortas. A quantidade de corante 
incorporado às células é diretamente proporcional ao número de células com 
membrana intacta. Para a realização desse teste, as células receberam 200 μl de 
meio de cultura contendo 50 μg.ml-1 de vermelho neutro 3 h antes do final do tempo 
de exposição aos contaminantes (24 h) e foram incubadas em estufa a 37 ºC e pCO2 
de 5%. Decorrido esse tempo, os poços foram lavados três vezes com solução 
contendo formol (15% em água) e cloreto de cálcio (100 g.l-1) para remoção do 
corante não incorporado e fixação das células. Em seguida, foram adicionados 300 
µl de solução de ácido acético a 1% e etanol a 50% aos poços para extração do 
corante. Após 15 min, o conteúdo de cada poço foi homogeneizado para 
ressuspensão do corante. O conteúdo foi deixado em repouso por 5 min para a 
precipitação dos restos celulares e 200 μl do sobrenadante, sem restos celulares 
detectáveis visualmente, foram transferidos para outra microplaca para quantificação 
da absorbância em espectrofotômetro a 540 nm. 
 
3.6.3 MTT 
O teste MTT é um método colorimétrico que se baseia na capacidade de 
células viáveis e metabolicamente ativas reduzirem enzimaticamente o MTT (3 - [4, 
5-dimetil-2-il] -2, brometo de 5-difenil tetrazólio) a sais de formazam de cor púrpura 
que podem ser quantificados por espectrofotometria após diluição com DMSO 
(REILLY et al., 1998). Sendo as desidrogenases mitocondriais responsáveis pela 
reação de redução, para que esta reação ocorra há a necessidade de que a célula 
esteja viável e suas mitocôndrias funcionais. 
Três horas antes do final do período da exposição ao contaminante, 20 μl da 
solução de MTT (5 mg.ml-1) foi adicionada a cada poço e as microplacas 
permaneceram na incubadora a 37ºC e pCO2 de 5%. Ao final desse período, todo o 
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meio foi removido e os poços foram lavados duas vezes com PBS. Os cristais 
insolúveis de formazan foram dissolvidos em 100 µl de DMSO e 100 µl de PBS 
foram adicionados aos poços. A absorbância foi detectada em espectrofotômetro a 
560 nm. 
 
3.7 Espécies reativas de oxigênio (EROs) 
Para detectar os níveis de EROs foi utilizado o marcador fluorescente 
diclorofluresceína diacetato (H2DCFDA), que se difunde passivamente nas células, é 
desacetilado (DCFH2) e subsequentemente oxidado por EROs, originando 2′7′-
diclorofluresceína (DCF) fluorescente (HAUGLAND, 1996; BENOV et al., 1998).  
Após o término do período de exposição aos contaminantes, o meio de 
cultura dos poços foi removido e 200 µl de meio de cultura contendo 10 µmoles.l -1 de 
H2DCFDA foi adicionado a cada micropoço. Passados 15 min de incubação, as 
células foram lavadas duas vezes com PBS, e posteriormente foi adicionado em 
cada poço 300 µl de PBS para leitura em espectrofluorímetro (λ de excitação = 488 
nm; λ de emissão = 530 nm). 
Embora este método quantifique principalmente o peróxido de hidrogênio, 
ele não é totalmente específico para esta espécie reativa de oxigênio, podendo 
também quantificar o ânion superóxido.  
Os dados dos níveis de ERONs foram normalizados pela viabilidade celular 
obtida pelo método do azul de tripan, de forma a minimizar a interferência da 
redução da viabilidade de alguns grupos no ensaio. 
 
3.8 Detecção de Óxido Nítrico (NO) 
A determinação de óxido nítrico foi realizada como descrito por Misko et al, 
1993, com pequenas modificações. 
Após 24 h de exposição das células aos contaminantes, foram adicionados 
10 μl de 2,3-Diaminonaphthalene (DAN) (0,05 mg.ml-1 em HCl 0,62 M) a 150 μl do 
meio de reação. Após 30 min de incubação protegida da luz, a reação foi 
interrompida por 5 μl de NaOH 2,8 M. A formação de 1-H-naphthotriazole foi medida 
com um espectrofluorímetro, com comprimento de onda de excitação 365 nm e 
comprimento de onda de emissão de 450 nm.  
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Os dados também foram normalizados pela viabilidade celular obtida pelo 
método do azul de tripan, de forma a minimizar a interferência da redução da 
viabilidade de alguns grupos sobre o ensaio. 
 
3.9 Microscopia Eletrônica de Varredura MEV – EDS 
Para analisar a morfologia dos macrófagos e também das nanopartículas de 
prata, amostras foram observadas sob o Microscópio Eletrônico de Varredura.  
Após cultivo dos macrófagos em lamínulas e 24 h de exposição aos 
xenobióticos, as células foram fixadas em solução de glutaraldeído 3% durante 1 h e 
preservadas em etanol a 70% a 4º C, desidratadas em série crescente de etanol 70, 
80, 90, 95, 100, 100% (Merck®) por 5 min cada, saturadas de CO2 líquido (ponto 
crítico) e metalizadas com ouro para observação sob o microscópio eletrônico de 
varredura JEOL JSM – 6360 LV, no Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR. 
Para visualizar as nanopartículas de prata, foi necessário “gotejar” uma 
solução concentrada de nanopartículas de prata (9,0 x 104 ng.ml-1) repetidas vezes 
sobre o suporte de alumínio usado para verificar amostras. Após secar, este suporte 
foi levado ao microscópio eletrônico de varredura para captação de imagens, e fez-
se uso do sistema de espectrometria de energia dispersiva de raios X – EDS, 
acoplado ao microscópio eletrônico de varredura, para constatar que a imagem 
obtida era realmente das nanopartículas. 
O EDS (energy dispersive x-ray detector) é um acessório essencial no 
estudo de caracterização microscópica de materiais. Quando o feixe de elétrons 
incide sobre um material, os elétrons mais externos dos átomos e os íons 
constituintes são excitados, mudando de níveis energéticos. Ao retornarem para sua 
posição inicial, liberam a energia adquirida em comprimento de onda no espectro de 
raios-x. Um detector instalado na câmara de vácuo do MEV mede a energia 
associada a esse elétron. Como os elétrons de um determinado átomo possuem 
energias distintas, é possível, no ponto de incidência do feixe, determinar quais os 
elementos químicos estão presentes naquele local. 
 
3.10 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 
Para a caracterização das nanopartículas de prata, análise ultraestrutural 
dos macrófagos e também à procura a presença das nanopartículas 
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intracelularmente, amostras de células foram processadas para análise através do 
microscópio eletrônico de transmissão (MET). 
A solução mãe de nanopartículas de prata foi diluída em metanol 100% (1:1) 
e gotejada sobre tela de cobre recoberta previamente com carbono. Após a 
secagem da amostra, as telas foram levadas ao microscópio eletrônico de 
transmissão JEOL JEM 1200 EXI no Centro de Microscopia da Universidade Federal 
do Paraná.  
Já os macrófagos foram cultivados em garrafas de cultura, e após o tempo 
de exposição foram fixados por 1 hora com glutaraldeído 2,5% em tampão 
cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2, lavados também em tampão cacodilato de sódio e 
pós-fixados em tetróxido de ósmio 2% (BUSSOLARO, 2006) . Em seguida, as 
amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (Merck®) e óxido de 
propileno, e incluídas em resina Poli Embed 812 (Electron microscopy sciences). 
Após polimerização em estufa a 60 ºC por 72 h, os blocos foram trimados, cortes 
semi-finos foram realizados e corados com azul de toluidina borificado 1%. Em 
seguida, cortes ultrafinos foram obtidos com auxílio do ultramicrótomo. Os cortes 
foram contrastados com acetato de uranila 5% durante 20 min e citrato de chumbo 
por 5 min. 
 
3.11 Atividade fagocítica 
Para analisar a atividade fagocítica um ensaio de fagocitose com leveduras 
Saccharomyces cerevisiae foi realizado em meio de cultura sem soro. Após as 24 h 
de exposição aos contaminantes, os macrófagos foram incubados com leveduras 
numa relação de (1:10), respectivamente, durante 15 min (BUSSOLARO et al., 
2008; OLIVEIRA et al., 2011). Após esse período, as lamínulas foram lavadas com 
PBS para remoção das leveduras não fagocitadas. Em seguida, foram fixadas em 
etanol 95%, coradas com Giemsa (Merck®) e analisadas sob microscópio de campo 
claro. Em cada lamínula, foram analisados no mínimo 25 campos sob objetiva de 
imersão, e em cada campo analisadas aproximadamente 25 células, resultando em 
mais de 500 células analisadas por lamínula/grupo para o cálculo do índice 






%Ma = Ma / Mt 
I.E. = Mi / Ma * % Ma 
Onde: 
I.E. = índice endocítico 
Mi = nº de microrganismos internalizados 
Ma = nº de macrófagos com microrganismos 
Mt = nº total de macrófagos 
 
Os dados também foram normalizados pela viabilidade celular obtidos pelo 
método do azul de tripan, de forma a minimizar a interferência da redução da 
viabilidade de alguns grupos sobre o ensaio. 
 
3.12 Análises dos dados 
Foram realizados no mínimo três experimentos independentes para todos os 
ensaios. Os dados obtidos foram analisados com o emprego de Análise de Variância 







4.1 Caracterização das nanopartículas 
A caracterização das nanopartículas revelou a presença de partículas com 
tamanho superior a 100 d.nm (nanômetros de diâmetro) para as três concentrações, 
entretanto, com ocorrência maior na suspensão preparada em água, em relação à 
preparada em meio de cultura (Figura 02). 
Com relação às suspensões preparadas em água, na de menor concentração 
(N1), 72% das partículas apresentaram tamanho médio entre 980 d.nm e 4300 d.nm, 
e 23% de partículas com tamanho médio de 7 d.nm, corroborada pelo Índice de 
Polidispersão (PdI) de 0,915; Potencial Zeta de -30,2 mV. 
Na concentração intermediária (N2), 56% das partículas apresentaram 
tamanho médio de 405 d.nm, no entanto 36% apresentavam tamanho inferior a 
100nm.O PdI foi de 0,769 e o Potencial Zeta +8,45 mV. 
Já na suspensão de maior concentração (N3), três picos de tamanho foram 
encontrados, contudo, 81% das partículas apresentando tamanhos médios entre 125 
d.nm e 1208 d.nm, e apenas 13% de nanopartículas com diâmetro de 13 nm. Essa 
inconstância no tamanho das partículas é também definida pelo PdI de 0,891 e pelo 
Potencial Zeta de +21,2 mV. 
Nas suspensões preparadas em meio de cultura, a de menor concentração 
(N1) apresentou 33,1% de partículas com tamanho médio de 377 nm e 62% de 
partículas com tamanho variando entre 11 e 55 d.nm, tendo PdI de 0,727 e Potencial 
Zeta de -10,2 mV. 
A suspenção de concentração intermediária (N2) apresentou 48,4% de 
partículas com tamanho de 141,4 d.nm e 51,6% de partículas com tamanhos 
compreendidos entre 9,1 e 28,3 d.nm. Seu PdI foi de 0,35, e Potencial Zeta de -9,95 
mV. 
A suspensão mais concentrada (N3) demonstrou um aumento na agregação 
das nanopartículas, em relação às concentrações inferiores, visto que 71% das 
partículas apresentaram tamanho de 111,2 d.nm e apenas 27% das partículas 
exibiram dimensões nano (17,95 d.nm). Consequentemente, o PdI aumentou para 
























Figura 02. Distribuição do tamanho das nanopartículas de prata em zetasizer. Valores percentuais correspondem a quantidade de material particulado menor que 100 nm. 
PZ= Potencial Zeta 
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4.2 Viabilidade Celular 
 
4.2.1 Exclusão do Azul de tripan  
A viabilidade celular dos macrófagos, visualizados pelo método de 
exclusão do azul de tripan, demonstrou que houve uma diminuição de 
viabilidade celular bastante significativa, de 40%, no grupo exposto à maior 
concentração de nanopartículas isoladas (N3) em relação ao grupo controle, e 
a viabilidade diminui em 53% em relação ao grupo controle quando há 
associação com os pesticidas organoclorados na maior concentração (grupo 
N3P2); O grupo N3P2 ainda demonstrou redução de viabilidade quando 
comparado ao grupo N3 e ao grupo N3P1. (Figuras 03 e 04). 
 
 
Figura 03. Viabilidade celular utilizando o método de exclusão de Azul de tripan após 24h de 
exposição aos poluentes. (% de células viáveis). Média ± erro padrão. As linhas horizontais 



























Figura 04. Viabilidade celular através do método de exclusão de Azul de tripan após 24h de exposição. Células coradas de azul – células não viáveis. 
Aumento:100X
N2P2N2P1 N3P1 N3P2




4.2.2 Incorporação e retenção do Vermelho Neutro 
Os grupos expostos às concentrações intermediária (N2 – 58%) e 
maior de nanopartículas de prata isoladas (N3 – 60%) e associada aos 
pesticidas na maior concentração (N3P2 – 57%) apresentaram uma menor 
retenção do corante vermelho neutro em comparação ao grupo controle 
(100%). O grupo exposto às nanopartículas em maior concentração (N3) 
também apresentou uma menor retenção em relação à associação (N3P1 – 
90%). De maneira semelhante, o grupo exposto aos pesticidas na menor 
concentração (P1 – 91%) teve uma retenção menor em relação à associação 
com as nanopartículas em concentração intermediária (N2P1 – 106%) (Figura 
05). 
 
Figura 05. Viabilidade celular utilizando o método de retenção do Vermelho Neutro após 24h 
de exposição. Média ± erro padrão. As linhas horizontais indicam diferenças significativas entre 
os grupos. **p<0,001, *** p<0,0001. 
 
4.2.3 MTT 
Houve diminuição da viabilidade celular dos grupos expostos a maior 
concentração de nanopartículas de prata isoladas (N3 – 62%) ou em 
associação com os pesticidas (grupos N3P1- 74% e N3P2 – 66%) em relação 
ao grupo controle (100%). Da mesma forma, houve diminuição da viabilidade 
do grupo exposto à mistura N3P1 em relação ao grupo exposto somente ao 



















































viabilidade diminuída em relação ao grupo exposto ao pesticida P2 de forma 
isolada (115%) - Figura 06. 
 
 
Figura 06. Viabilidade celular utilizando o método MTT após 24h de exposição. Média ± erro 
padrão. As linhas horizontais indicam diferenças significativas entre os grupos. p<0,0001. 
 
O processo de incorporação de MTT e a acumulação de cristais de 
formazam reduzido foram claramente observados por microscopia de luz, 




Figura 07. Acúmulo de sais de formazam em macrófagos peritoneais. Observar a mudança de 
aspecto das células. Em A: tempo 0; Em B: após 3 horas de incubação com MTT. Grupo - 
















































4.3 Espécies reativas de oxigênio (EROs)  
Os níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) se apresentaram 
diminuídos nos grupos expostos à associação das nanopartículas com os 
pesticidas (grupos N3P1- 68% e N3P2 – 82%) em relação ao grupo controle 
(100%). Houve diminuição dos níveis detectados de EROs do grupo exposto à 
mistura N3P1 em relação aos grupos expostos somente aos poluentes de 
forma isolada (grupos N3 - 96% e P1 – 103%). Igualmente o grupo exposto à 
mistura N3P2 apresentou níveis de produção de EROs baixos se comparado 
ao grupo exposto somente ao pesticida na mesma concentração (P2 – 114%) - 
Figura 08.  
 
 
Figura 08. Níveis de EROs liberados após 24 h de exposição. Média ± erro padrão. As linhas 
horizontais indicam diferenças significativas entre os grupos. *p<0,05, ***p<0,0001. 
 
4.4 Detecção de Óxido Nítrico (NO) 
Um aumento bastante significativo dos níveis de óxido nítrico foi 
encontrado nos grupos expostos a maior concentração de nanopartículas de 
prata, isoladas ou em associação com os pesticidas (grupos N3, N3P1 e N3P2) 
em comparação com o grupo controle. Houve aumento dos níveis de óxido 
nítrico do grupo exposto à mistura N3P1 em relação ao grupo exposto somente 
aos pesticidas (P1). Da mesma forma, os níveis de óxido nítrico do grupo N3P2 
foram superiores em relação aos níveis dos grupos expostos aos pesticidas 





























































































































associações de poluentes de maiores concentrações (N3P1 e N3P2) nota-se 
um efeito mais pronunciado em N3P2. Neste grupo, a associação entre ambos 
os contaminantes gerou um efeito consideravelmente maior que a exposição 
aos contaminantes isolados (44% maior que N3) (Figura 09). 
 
 
Figura 09. Níveis de NO liberados após 24 h de exposição. Média ± erro padrão. As linhas 
horizontais indicam diferenças significativas entre os grupos. **p<0,001, ***p<0,0001). 
 
4.5 Atividade fagocítica 
Houve uma diminuição da atividade fagocítica nos grupos expostos à 
N3P1 e N3P2 superior a 30% em relação ao grupo controle. De maneira mais 
acentuada o índice diminui no grupo N3, em relação ao grupo controle, mesmo 
após normalização pela viabilidade celular para minimizar o efeito da perda de 
viabilidade (Figura 10). O grupo exposto à mistura de menor concentração de 
ambos os poluentes (N1P1) teve a atividade fagocítica aumentada em 35% em 
relação ao controle. 
Observou-se durante a análise, ao microscópio, que as células do 
grupo N3 apresentavam os núcleos bastante heterocromáticos em relação ao 
do grupo controle (Figura 11), o que indica que essas células estavam 






































































Figura 10. Índice da atividade fagocítica dos macrófagos peritoneais de camundongo na 
presença de leveduras, após 24 h de exposição aos poluentes. Média ± erro padrão. As linhas 
horizontais indicam diferenças significativas entre os grupos. *p<0,05, ***p<0,0001). 
 
 
Figura 11. Ensaio de fagocitose após 24 h de exposição aos poluentes. Seta: leveduras no 
citoplasma. 
 
4.6 Microscopia Eletrônica de Varredura MEV – EDS 
As imagens obtidas no microscópio eletrônico de varredura revelaram 
com um pouco mais de detalhes o que já havia sido detectado sob microscópio 
de campo claro. Se comparado ao grupo controle, os macrófagos expostos a 
maior concentração de nanopartículas de prata têm sua área de adesão 
diminuída. As células expostas à mistura dos poluentes parecem ainda mais 

























































Figura 13. Detalhes da cultura de macrófagos, observados sob Microscopia Eletrônica de Varredura, após 24 h de exposição. 
CTLE N1 N2 N3
P1 P2 N1P1 N1P2
N2P1 N2P2 N3P1 N3P2
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Não foi possível caracterizar as nanopartículas de prata sob MEV, 
devido ao limite de detecção do equipamento. Todavia, imagens dos 
agregados das nanopartículas foram obtidas (Figura 14), e foram certificadas 
pelo sistema EDS (Figura 15). O EDS confirmou a presença de prata, 
indicando se tratar realmente das nanopartículas; os picos indicando silício e 
alumínio são do suporte metálico utilizado. 
 
 






Figura 15. Nanopartículas de prata analisadas com o sistema EDS. Picos de prata (seta). 





As imagens obtidas sob MET confirmaram a desigualdade de tamanho 
das nanopartículas, com uma grande quantidade de partículas de tamanhos 
inferior a 10 nm (Figura 16A). Contudo, também constatou-se partículas de 
tamanho bastante grande, na ordem de 350-470 nm (Figura 16B). 
 
 
Figure 16. Nanopartículas de prata e agregado de nanopartículas vistos sob MET 
 
As telas preparadas para MET foram analisadas e indícios da presença 
de nanopartículas de prata foram encontrados como estruturas eletrodensas 
dentro de vesícula (Figura 17). 
 
 
Figura 17. Indícios de Nanopartículas de Prata em macrófagos do grupo N1. A: Estrutura 











Atualmente, as nanopartículas de prata estão sendo usadas em muitas 
aplicações biomédicas devido às suas propriedades antimicrobianas (BURD et 
al., 2007; JAIN et al., 2009; ZHU et al., 2011; KIM et al., 2011;), além de 
estarem presentes em produtos como purificadores de água, lavadoras de 
roupa, peças de vestuário e utensílios domésticos. Essa exposição 
generalizada à npAg levanta questões sobre a segurança de tais aplicações 
para saúde (WIJNHOVEN et al., 2009; CHRISTENSEN et al., 2010). 
Por isso, os estudos de toxicidade in vitro com avaliações de 
citotoxicidade, diferenças morfológicas, dano em biomoléculas (DNA, 
fosfolipídios e proteínas), estresse oxidativo e análise de expressão gênica tem 
se mostrado importantes na área da nanotoxicologia (MARQUIS et al., 2009). 
Nesse estudo, as npAg utilizadas foram caracterizadas com relação ao 
tamanho e também o comportamento destas quando suspensas em água e/ou 
meio de cultura. Essa análise nos permite afirmar sobre as características da 
suspensão utilizada, se há presença de nanopartículas e/ou de agregados e 
inferir a toxicidade potencial que essas apresentavam, pois as propriedades 
físico-químicas das nanopartículas são essenciais para avaliar a toxicidade 
potencial das nanopartículas e assegurar a reprodutibilidade dos dados (PARK 
et al., 2010). Segundo ELSAESSER e VYVYAN HOWARD (2012), um estudo 
de avaliação toxicológica significativo somente é possível através do 
conhecimento das propriedades das partículas. 
Com os dados do potencial zeta da superfície podemos inferir o grau 
de aglomeração das nanopartículas, ou a sua ligação a proteínas e 
consequentemente a citotoxicidade e o processo de endocitose (ROSER, 1998; 
CHELLAT, 2005). A análise do Potencial Zeta das npAg nos mostraram que as 
npAg suspensas em água estavam estáveis ou com pequena tendência a 
agregação em relação às npAg suspensas em meio, que estavam mais sujeitas 
à agregação. No entanto, Elzey e Grassian (2010) reportaram as tendências de 
comportamento de nanopartículas de prata em ambientes aquosos, registrando 
agregação em pH neutro, com tendência para a desagregação em um pH baixo 
(ácido), liberando partículas isoladas e íons livres de prata, o que poderia 
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acontecer em caso de endocitose das nanopartículas em compartimentos 
como endossomos e lisossomos. 
O tamanho das nanopartículas é considerado um dos fatores mais 
importantes que influenciam a toxicidade (LIM et a.l, 2012) e as interações com 
sistemas biológicos, além da sua composição, estrutura, forma e revestimento 
da superfície. A caracterização das partículas demonstrou que as npAg 
utilizadas nesse trabalho, em sua maior parte, apresentavam tamanhos 
pequenos (aproximadamente 10 nm), justificando a toxicidade aparente das 
partículas dispersas. PARK et al. (2011), demonstrou na linhagem celular de 
macrófagos U937, incubada com npAg de dois tamanhos diferentes por 24 h, 
que as npAg de 5 nm apresentam citotoxicidade em concentrações entre 3,125 
e 6,25 µg.mL-1 e as partículas de 100 nm não provocaram citotoxicidade até 25 
µg.mL-1. Em outro trabalho, não houve respostas citotóxicas por npAg de 70 
nm mesmo em uma concentração de 50 µg.mL-1. Acredita-se que a entrada na 
célula de nanopartículas menores seja mais fácil em comparação com a de 
partículas maiores, o que necessita ser confirmado por medições quantitativas 
(PARK, 2011). 
Outros autores sugerem que a maior citotoxicidade que partículas 
menores geram em comparação com partículas maiores está relacionada com 
a quantidade de EROs geradas, na maior área de superfície relativa das 
nanopartículas pequenas (CARLSON, 2008; LIU, 2010). Nanopartículas de 
prata já são bem conhecidas por induzir a produção de EROs (ASHARANI, 
2009; ASHARANI, 2009). Essas são geradas como parte do metabolismo 
oxidativo normal, mas a morte das células ou dano celular pode ocorrer por sua 
produção demasiada (DROGE, 2003). Quando a produção de EROs supera a 
capacidade de vias de defesa antioxidante, responsáveis por manter o 
equilíbrio redox dentro da célula, gera o estresse oxidativo (WELLS et al., 
2009). Entretanto, nesse trabalho, não houve estresse oxidativo, e sim a 
diminuição dos níveis de EROs, fato que também é preocupante, uma vez que 
nesse tipo celular, esses elementos são necessários para o momento da 
eliminação de patógenos, via “burst” respiratório. 
A geração de EROs também é apontada como um papel importante na 
apoptose induzida por npAg (CARLSON et al., 2008;. ASHARANI et al., 2009;. 
FOLDBJERG et al., 2009). Park (2011) afirma que a apoptose é um dos 
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primeiros mecanismos para morte de células imune induzida por npAg. Seu 
estudo demonstrou que o tratamento com nanopartículas de 4 nm ocasionava 
uma apoptose significativamente maior do que as que eram promovidos por 
npAg de 20 nm e 70 nm. Efeitos apoptóticos semelhantes de npAg têm sido 
descritos para outras linhagens celulares, incluindo células NIH3T3 de 
camundongo, fibroblastos, células do músculo e do cólon. Isso realça os 
resultados de toxicidade de partículas pequenas e nos faz pensar no 
mecanismo que isso está acontecendo. As npAg podem causar apoptose por 
simples geração de ROS, assim como podem causar danos mitocondriais 
(HSIN et al., 2008; KANG et al., 2011) e até mesmo dano ao DNA (AHAMED et 
al., 2008; KAWATA et al., 2009). 
Quando os macrófagos são ativados por microorganismos patogênicos 
ou substâncias químicas estranhas, eles produzem vários mediadores 
imunitários, incluindo uma explosão de óxido nítrico (NATHAN, e XIE, 1994). É 
uma molécula importante envolvida em muitos processos fisiológicos, que vão 
desde as respostas imunitárias (MACMICKING et al., 1997), até efeitos 
patológicos, induzindo a apoptose (ALBINA et al., 1993). Este papel duplo, 
desempenhado pelo NO, favorecendo a viabilidade celular ou induzindo a 
morte por apoptose, depende do tipo de célula e da concentração de NO 
produzida (HORTELANO et al., 1997) O excesso de NO pode causar estresse 
oxidativo, danos ao DNA, perturbações no metabolismo energético, na 
homeostase do cálcio e disfunção mitocondrial. Todas estas perturbações 
podem conduzir a célula à morte por apoptose ou necrose (KERR et al., 1972; 
HALE et al., 1996; LEIST e NICOTERA, 1997)  
Um aspecto importante da atividade de NO como um regulador da 
sobrevivência e morte celular é a sua influência sobre a função mitocondrial. O 
óxido nítrico compete com o oxigênio nos sítios de ligação em várias enzimas 
componentes de vias bioenergéticas, e também afeta a atividade catalítica de 
complexos formados por grupos heme e ferro-enxofre, presente em proteínas 
mitocondriais. Além disso, o NO tem a capacidade de diminuir diretamente o 
potencial de membrana mitocondrial interna e produzir 'inchaço' em 
mitocôndrias isoladas. Ambos os fenômenos são primeiros passos na apoptose 
dependente da via mitocondrial (HORTELANO et al., 1997) Estudos já 
demonstraram que macrófagos tratados com NO exógeno ou liberação de altas 
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concentrações de NO através da expressão de NOS-2 promoveram a liberação 
rápida de mediadores apoptóticos, tais como citocromo c, para o citosol 
(HORTELANO et al., 1997). A partir desses dados, parece evidente uma 
relação positiva nesse estudo, uma vez que, foi verificado altos níveis de NO 
nos grupos que tiveram contato com a maior concentração de nanopartículas 
(grupo N3, N3P1 e N3P2). Nesses mesmos grupos, verificamos uma queda da 
atividade mitocondrial, vista no ensaio de MTT, e ainda, uma redução na 
viabilidade celular, demonstrada nos ensaios de exclusão do azul de tripan e 
retenção do Vermelho Neutro. Sendo assim, é possível que uma alta 
concentração de AgNP tenha ativado e estimulado a célula a liberar também 
uma alta concentração de NO, a fim de liquidar com essa substância estranha, 
que levou a uma disfunção mitocondrial e à morte dessas células.  
Outra via de citotoxicidade atribuída ao NO envolve a geração de 
peroxinitrito, produzido a partir da reação entre NO e o radical livre, ânion 
superóxido. Esta reação desencadeia respostas celulares que vão desde 
modulações sutis de sinalização celular até o excesso de lesões oxidativas, 
levando as células à necrose ou apoptose (WILEY, 2007). Entretanto, nesse 
trabalho, essa via não parece ter sido a mais expressiva, já que os níveis de 
EROs (ânion superóxido) se mostraram baixos. 
A resposta inflamatória ocorre também em resposta aos estágios 
iniciais de stress oxidativo (NATHAN, 2003; WELLS et al., 2009). Uma vez que 
as nanopartículas penetrem as camadas epiteliais de órgãos, tecidos, através 
da pele e das vias respiratórias, uma resposta de macrófagos é iniciada 
(GEISER, 2010). Os macrófagos são uma notável e importante exceção, sendo 
resistentes à morte apoptótica após a ativação. Esta resistência é necessária 
para permitir que estas células possam desempenhar o seu papel funcional 
durante as fases iniciais de uma resposta inflamatória. No entanto, após dano 
cumulativo, ou quando a síntese de mediadores inflamatórios diminui, os 
macrófagos são submetidos ao programa de morte celular dependente de 
mitocôndria, contribuindo deste modo para a resolução da reação inflamatória. 
(BOSCA et al., 2005). No presente estudo, tudo indica que ao encontrar altas 
concentrações de nanopartículas, os macrófagos entraram no processo de 
morte celular, todavia em concentrações relativamente baixas os macrófagos 
foram ativados, evidente na imagens de MEV. 
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Recentemente, estudos de cinética e distribuição de nanopartículas de 
prata de três tamanhos diferentes em ratos demonstraram que após 28 dias de 
administração intravenosa as partículas foram distribuídas principalmente para 
os órgãos que contêm números elevados de células fagocíticas, tais como 
fígado, baço e pulmão (LANKVELD, 2010). Isso não é surpreendente, uma vez 
que estes tipos de células têm uma função importante na remoção de 
partículas estranhas do corpo. Os resultados de MET também demonstram que 
os macrófagos internalizaram as nanopartículas, até mesmo na menor 
concentração de nanopartículas. 
Das concentrações utilizadas nesse trabalho, a que induziu 
citotoxicidade, e alteração dos parâmetros investigados foi muito mais elevada 
do que aquelas relatadas para atividade antimicrobiana. Isto indica que, em 
princípio, pode existir uma margem de segurança entre a exposição para 
aplicação antimicrobiana de nanopartículas de prata e efeitos adversos 
observados nas células humanas. Entretanto, antes que se possam extrair 
conclusões mais incisivas são necessários dados de exposição em longo prazo 
e acumulação de nanopartículas de prata no corpo, uma vez que, também 
verificou-se que os efeitos tóxicos da associação de nanopartículas de prata 
com os pesticidas organoclorados são potencializados em relação à exposição 







 As nanopartículas se apresentaram parcialmente dispersas com mais de 
55% do material com tamanho inferior a 100 nm. 
 Houve redução da viabilidade celular nos grupos expostos a nanopartículas 
de prata na maior concentração, de forma isolada ou associada aos 
pesticidas organoclorados (N3, N3P1 e N3P2) nos três ensaios de 
viabilidade empregados. Entretanto, a associação dos poluentes 
demonstrou ser mais citotóxica quanto à integridade da membrana 
plasmática (ensaio do azul de tripan) em comparação a exposição aos 
xenobióticos isolados; 
 Houve diminuição das espécies reativas de oxigênio e aumento dos níveis 
de óxido nítrico nos grupos N3, N3P1 e N3P2; 
 Os macrófagos tiveram a atividade fagocítica diminuída nos grupos N3, 
N3P1 e N3P2, e aumentada após exposição a N1P1. 
 As nanopartículas de prata na maior concentração (N3) causaram redução 
da viabilidade celular, redução da atividade fagocítica, redução dos níveis 
de espécies reativas de oxigênio, aumento nos níveis de óxido nítrico e 
alterações morfológicas, aliado à presença de núcleos bastante 
heterocromáticos. Tais dados são indícios do potencial deletério nas npAg, 
mesmo que, em concentrações relativamente altas, em relação àquela 
estimada no ambiente; 
 Os resultados obtidos a partir da associação de nanopartículas e pesticidas 
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